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が蓄積することが報告されている。SAM における DNA の損傷や変異は葉における損傷や変異と異
なり、次世代に受け継がれる可能性があり、個体のみならず植物種にとって看過できない問題である。
そこで本研究で高濃度塩条件下での SAM における DNA 損傷修復タンパク遺伝子の発現量の解析お




1.リアルタイム PCR による SAM 特異的な遺伝子の発現量の測定 
シロイヌナズナ野生株を MS 培地にて計 7 日間栽培した。0，300 mM の NaCl を含んだ MS 培地
に移し替え 24h 塩処理を行った。塩処理後、実体顕微鏡下で SAM 周辺部を切り取り、 20 個体を
1 バッチとしてサンプリングし、直ちに液体窒素によって凍結した。葉についても同様にサンプリ
ングした。回収したサンプルから RNA を抽出した。その後、RNA 量の測定を行った。測定した
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RNA 量をもとに標準化し，逆転写反応を行い cDNA を得た。SAM 特異的な遺伝子として２個
(CLV, WUS)，標準遺伝子（ユビキチン)１個，内部標準遺伝子として EF1αについて，得られた葉，
SAM それぞれについて cDNA を用いてリアルタイム PCR を行った。その後，得られた結果それ
ぞれについて T 検定を用いて検定した。 
 
2.リアルタイム PCR による DNA 損傷マーカー遺伝子の発現量の測定 
シロイヌナズナ野生株を MS 培地にて計 7 日間栽培した。0，300 mM の NaCl を含んだ MS 培地
に移し替え 24h 塩処理を行った。塩処理後、実体顕微鏡下で SAM 周辺部を切り取り、 20 個体を
1 バッチとしてサンプリングし、直ちに液体窒素によって凍結した。葉についても同様にサンプリ
ングした。回収したサンプルから RNA を抽出した。その後、RNA 量の測定を行った。測定した
RNA 量をもとに標準化し，逆転写反応を行い cDNA を得た。DNA 損傷マーカー遺伝子として 3
個(BRCA1, RAD51,PARD1)，塩ストレス非応答遺伝子(EF1α)１個，内部標準遺伝子としてユビキ
チンについて，得られた cDNA を用いてリアルタイム PCR を行った。その後，得られた結果それ
ぞれについて T 検定を用いて検定した。 
 
3.DNA 損傷修復タンパク質可視化株(RAD54-GFP)の観察 
DNA の二本鎖切断を可視化した形質転換株である RAD54-GFP 株を MS 培地にて計 7 日間栽培し
た。0，300 mM の NaCl を含んだ MS 培地に移し替え 24h 塩処理を行った。塩処理後、実体顕微
鏡下で SAM 周辺部を切り取り、固定したサンプルを作成した。作成したサンプルを共焦点レーザ
ー顕微鏡で観察し，0，300mM のサンプル間で DNA 損傷による蛍光の差を検証した。 
 
4.コメットアッセイによる DNA 損傷の解析  
シロイヌナズナ野生株を MS 培地にて計 7 日間栽培した。0, 300 mM の NaCl を含んだ MS 培地に
移し替え 24h 塩処理を行った。塩処理後、実体顕微鏡下で SAM 周辺部を切り取り、SAM と葉を
それぞれ採取し、50 個体を 1 バッチとしてサンプリングし、直ちに液体窒素によって凍結した。回
収したサンプルをカミソリの刃で細断することで核を細胞外へ叩き出し、単離核を得た。単離核を
融解した LM Agarose と混合した。混合液をコメットアッセイ用スライドグラス(CometSlide)上に
ピペットで均一に広げ，4℃で 30 分静置しゲルを固めた。スライドを TBE 緩衝液に浸した後，ア
ルカリ性緩衝液(0.3 M NaOH, 5 mM EDTA)でDNAを変性した。電気泳動を行った後，１％TritonX-




1.リアルタイム PCR による SAM 特異的な遺伝子の発現量の測定 
RNA 量の測定の結果，十分量の RNA を抽出できていることが確認できた。リアルタイム PCR の
結果，すべての遺伝子について DNA の増幅が確認された。葉と SAM における T 検定の結果， 
SAM において WUS で有意に発現量の増加を確認した。 
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2.リアルタイム PCR による DNA 損傷マーカー遺伝子の発現量の測定 
RNA 量の測定の結果，十分量の RNA を抽出できていることが確認できた。リアルタイム PCR の
結果，葉においては 3 個のすべての遺伝子について DNA の増幅が確認された。葉における T 検定

















































































Fig.2 葉における 24 h 塩処理における RNA 量の比較 n.s.: p > 0.05, t-test により 0 mM と検定, 
n=5, ＊0mM NaCl の RNA 発現量を１としたときの値, ＊EFa 発現量によって標準化 
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3.DNA 損傷修復タンパク質可視化株(RAD54-GFP)の観察 











4.コメットアッセイによる DNA 損傷の解析  




 SAM 特異的な遺伝子の発現量の測定により SAM の切り出しを正確に行えていることを確認でき
た。また， DNA 損傷マーカー遺伝子の発現量の測定により塩ストレスにより葉では DNA 損傷が起
こっているが，SAM では DNA 損傷が変化しないことが示唆された。しかし，内部標準遺伝子のばら
つきが大きいことから再測定を行うことで解析の再検証を行いたい。コメットアッセイによる DNA
損傷の解析では SAM の DNA の抽出，コメットアッセイの手法に問題があったと考えられる。その
ため，SAM の DNA の抽出方法，コメットアッセイの手法について改良する必要がある。また，今
後，SAM において塩ストレスによる DNA 損傷が起こらない原因を解明したいと考えている。 
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Fig.3 SAMにおける 24 h 塩処理における RNA量の比較 n.s.: p > 0.05,  t-testにより 0 mMと検定 
n=5, ＊0mM NaClの RNA発現量を１としたときの値, ＊ユビキチンの発現量によって標準化 
n.s. n.s. n.s. n.s. 
EF1α BRCA1 PARD1 RAD51 
Fig.4 RAD54-GFPの像, 矢印は核を示す 
０ｍM NaCl 300 ｍM NaCl 
10 μm 
